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Summary 

The method of affinity chromatography of tRNA with complementary anticodons 
has been applied to the isolation of 32 P-labeled tRNA Glu from Drosophila melanogaster. 
The tRNA Glu was further purified on polyacrylamide gels and fingerprinted. Base 
compositions and partial sequences of the products of the T x and pancreatic RNase 
digests are given. 



Einleitung 

Bei Eukaryonten werden vermutlich alle RNS-Arten einer Zelle als Vorläufer 
synthetisiert, die durch Enzyme zu den funktionellen Endprodukten abgebaut werden 
(Perry 1976). Dies gilt auch für die Synthese von tRNS (Review siehe: Smith 1976). 
Obwohl tRNS-Vorläufer zuerst in Säugerzellen gefunden wurden, sind die Einzelheiten 
der Biosynthese bei Prokaryonten erarbeitet worden (Altman & Smith 1971; Schedl & 
Primakoff 1973; Voegeli et al 1975). 

Voegeli et al. (1975) haben mittels Affinitätschromatographie Vorläufer von 
tRNS Glu und tRNS phe aus Escherichia coli isoliert und sequenziert. Das Prinzip dieser 
Chromatographie beruht auf der spezifischen Interaktion von tRNS mit komplementären 
Anticodonen (Grosjean et al. 1973). Eine reine tRNS ist dabei kovalent an eine Matrix 
gebunden. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass mit einem Schritt eine 
spezifische tRNS (und deren Vorläufer) aus einer RNS Mischung herausgeholt werden 
kann (Voegeli et al. 1975). Voraussetzung zur Identifikation eines Vorläufers ist die 
Isolation und Charakterisierung der dazugehörigen tRNS. In dieser Arbeit werden 
Isolation und partielle Sequenzierung von tRNS Glu von Drosophila melanogaster be- 
schrieben. 



Material und Methoden 

Zweitägige Larven (10 g) des Wildtyps von Drosophila melanogaster (Stamm Sevelen) 
wurden mit 10 mCi 32 P und 3 g Casein (nach Hammarsten) bei 25° C während 20 h 
gefüttert. 



1 Ausgeführt und herausgegeben mit Unterstützung durch den Schweizerischen National- 
fonds zur Förderung der wissenschaftlichen Forschung (Gesuch Nr. 3.592-0.75) und die Georges 
und Antoine Claraz-Schenkung. Herrn Dr. H. Grosjean (Universite libre, Bruxelles, Belgique) 
danken wir für die Herstellung der Affinitätssäulen. 
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Die RNS wurde anschliessend nach dem Verfahren von Hastings und Kirby (1966) 
isoliert, und die tRNS mittels DEAE-Cellulose von der hochmolekularen RNS getrennt 
(Kelmers et al. 1965). Die Affinitätschromatographie wurde nach Grosjean et al. 
(1973) durchgeführt. Die Zusammensetzung der Polyacrylamidgele entsprach den 
Angaben von Peacock & Dingman (1967). 

Die Sequenzierung erfolgte im wesentlichen nach dem Standardverfahren von 
Sänger (Brownlee 1972). 

Resultate 

Nach DEAE-Cellulose Chromatographie wurden spezifische Aktivitäten von 
80000 dpm/ug RNS gemessen. Diese genügen für die Sequenzierung der tRNS. 

Abbildung 1 zeigt das Profil einer Affinitätschromatographie. Im ersten Peak 
erscheinen die nicht komplementären tRNS, im zweiten tRNS§*o SOphila . Diese 
besitzt ein zu der auf der Säule fixierten tRNS^® e komplementäres Anticodon. Die 
Auftrennung des tRNS Glu -Peaks auf einem 10% Polyacrylamidgel (Abb. 2) ergab 



Abb. 1. 

Affinitätschromatographie von Drosophila 32 P-tRNS. 
Säulenmaterial : kovalent an Biogel P-200 gebundene 
tRNS^® e (50 A 260 ). Auftrags- und Wasch-Puffer : 
0,01 M NaAcetat pH 5,5; 0,01 M MgS0 4 ; 0,135 M 
NaCl. Aufgetragen und gewaschen bei 0°C. Elutions- 
puffer: 0,01 M NaAcetat pH 4, 8; 0,1 M EDTA 
pH 4,8; 0,135 M NaCl. Die Elution erfolgte bei 
30°C. Die durch das komplementäre Anticodon der 
tRNS Phe gebundene tRNSdu von Drosophila er- 
scheint im 2. Peak. Gesammelt wurden 0,5 ml 
Fraktionen. 



neben 5s RNS eine starke und einige schwache Banden. Die Hauptbande wurde eluiert 
und mit T, bzw. pankreatischer RNase verdaut und die Fragmente 2-dimensional 
aufgetrennt (Abb. 3). Die anschliessende 2. Verdauung der einzelnen Flecken der beiden 
Fingerprints mit pankreatischer bzw. T\ RNase einerseits und T 2 RNase andererseits, 
ergab die in Tab. 1 angegebene Nukleotidzusammensetzung. Die Fingerprints zeigen, 
dass tRNS Glu mit dieser Methode rein gewonnen werden kann. Die Sequenzen der 
Fragmente müssen noch vollständig ausgearbeitet und in der richtigen Reihenfolge 
angeordnet werden. Die Arbeiten dazu werden zur Zeit ausgeführt. 




Diskussion 

Bei Insekten konnte im hinteren Teil der Seidendrüsen von Bombyx mori nach Puls- 
Markierung eine Fraktion nachgewiesen werden, in der vermutlich verschiedene tRNS 
Vorläufer vohanden sind (Chen & Siddiqui 1975). Die elegante Methode der Affinitäts- 
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Abb. 2. 

Autoradiogramm einer Auftrennung von total tRNS 
und tRNS Glu auf einem 10% Polyacrylamidgel. Die 
total tRNS wird in mehrere Banden aufgetrennt, die 
tRNS Glu erscheint als eine Bande. 
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Abb. 3. 

a.) Verdauung von tRNS Glu mit pankreatischer RNase. Auftrennung in der ersten Dimension: 
Hochspannungselektrophorese auf Celluloseacetat, Puffer: 5% Essigsäure, 0,5% Pyridin, 
7 M Harnstoff; 5000 Volt, 25 Min. Zweite Dimension: PEl-Cellulose Dünnschichtplatten, 
Laufmittel: Homomix C (Brownlee, 1972). b.) Verdauung von tRNS Glu mit T l RNase. Auf- 
trennungsbedingungen wie unter a.). 

Die Nukleotidzusammensetzungen und Sequenzen sind in Tab. 1 angegeben. 
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Tabelle 1 

Nukleotidzusammensetzung und Sequenzen der in Abbildungen 3a und b 
angegebenen Verdauungsprodukte : 



a.) 


b.) 


Nr. 


Nukleotidzus. 


Sequenz 


Nr. 


Nukleotidzus. 


Sequenz 


1 


C-, m 5 C- 




1 


A-, C- 


3' Ende 


2 


U-, fb- 


— 


2 


G— 


G— 


3 


A-, C- 


A-C- 


3 


rrüG-, D- ev. 


D-nVG- ev. 


4 


A-, U- 


A-U- 




U- 


U-G- 


5 


? 


7 


4 


G-, C-, ? 


7 


6 


A-, D-, ? 


7 


5 


A-, G-, C- 


? 


7 


A-, G-, U- 


G-A-U- 


6 


A-, G-, U-, C-, 


T-'ji-C-G- und 


8 


G-, U- 


G-G-U- 




T-, 4- 


A-U-U-G- 


9 


G-,? 


? 


7 


G-, C-, m 5 C- 


C-m 5 C-G- 


10 

11 


G-, C- 
A-, G-, U-, ? 


G-G-C- 

7 


8 


A-, G-, U-, 


c-) a-g- 


12 


pU- 


5’ Ende 






und 


13 


? 


7 






/U- 


14 


Ä-, G-, C- 


(A-A-G-, 






(J_, U-) A-G- 






A-G-, G-)C- 


9 


A-, G-, U-, C- 


(A-U-, 3C-, 


15 


0 


7 


10 


A-, G-, U-, C- 


U-) G- 
(2A-U-, U-, 












C-) G- 








11 


A-, G-, U-, 


7 










c-,? 










12 


A-, G-, U-, C-, 


pU- (2A-U-, 


1 

i 








pU- 


3C-) G- 
5 / Ende 



Abkürzungen : A-: Adenosin 3' phosphat; C-: Cytidin 3' phosphat; 

G-: Guanosin 3 ' phosphat; U-: Uridin 3' phosphat; 

Pseudouridin 3' phosphat; m 5 C-: 5-Methyl Cytidin 3' phosphat; rröG: 
1 -Methyl Guanosin 3' phosphat; D-: Dihydrouridin 3' phosphat; pU-: Uridin 3', 
5' diphosphat. 



Chromatographie von tRNS erlaubt es, spezifische tRNS und deren Vorläufer aus einem 
Gemisch von RNS zu isolieren (Voegeli et al. 1975). In der vorliegenden Arbeit wurde 
gezeigt, dass die gleiche Methodik auch für die Isolation von tRNS Glu aus Drosophila 
melanogaster verwendet werden kann. In einigen Versuchen konnten nach Affinitäts- 
chromatographie auf Polyacrylamidgelen schwache Banden im Bereich zwischen 
tRNS und 5s RNS festgestellt werden. Die Aktivitäten waren jedoch so schwach, dass 
sie nicht als tRNS-Vorläufer identifiziert werden konnten. Die Fütterungsmethode 
liefert spezifische Aktivitäten, die wohl für eine Sequenzierung der tRNS ausreichen, 
nicht aber für Nachweis und Charakterisierung eines eventuellen Vorläufers. Vorversuche 
mit Zellkulturen haben gezeigt, dass die spezifische Aktivität der RNS bedeutend erhöht 
werden kann. Zudem kann mit Puls-Markierung gearbeitet werden. Wir hoffen, dass 
es damit möglich sein wird, den (die) Vorläufer für die tRNSg‘“ sophila zu isolieren und 
zu identifizieren. 
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